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   Hormone treatment, radiotherapy and anti-cancer chemotherapy are often used to treat prostate 
cancer. However, there is no effective method of treating hormone-independent prostate cancer. In 
this study, we attempted to establish a new treatment method for hormone-independent prostate 
cancer. We developed anew recombinant adenovirus vector containing a suicide gene and controlled 
by a tissue specific promoter, and examined the usefulness of gene therapy for hormone-independence 
and PSA expression in prostate cancer. We have also examined the usefulness of gene therapy 
involving an adenovirus and various tumor suppressor genes for human prostate cancer cells, which are 
under trial in the United States. 
                                             (Acta Urol Jpn.  43  : 829-833. 1997) 
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緒 言
前立腺癌 に対 して多 くのホルモ ン療法が現在行 われ
てい る.し か し,近 年問題 とな ってい るホルモ ン非依
存性の前立腺癌 に対 する有効 な治療法 は現在の ところ
ない.今 回ホルモ ン非依存性 の前立腺癌 に対す る新 し
い治療 法 として,ア デ ノウイルス と自殺遺伝子 を用い
た組織特 異性 を備 えた新 しいベ クターを開発 し,その
遺伝子治療へ の有用性 を検討 した,ま た,現 在 アメ リ
カで一部臨床応用 されつつあ る1),アデ ノウ イル スと
各種癌抑制 遺伝子 を用 いた ヒ ト前立腺 癌細 胞 に対す る
遺伝子 治療 の有用性2・3)につ いて も報告す る.
対 象 と 方 法
[細胞]
今 回の検討 に用 いた代表 的なひ と前 立腺 癌細胞 は,
Androgendependenthumanprostatecancercell
lineのLNCaP4)であ る.ま た,LNCaPよ り樹 立
され たPSA産 生 性androgenindependent,tumor-




現在,各 種 のベ ク ターが 開発 され てい るが,今 回
我 々はまだまだ問題点 はあ る ものの,感 染効率の最 も
優れ ている8)アデ ノウイルスベ クターを利 用 した.ア
デ ノウイルスベ ク ターの舵取 り役 を担 うプロモ ーター
に前 立腺特異抗 原PSAを 用い9)臓器特 異的遺伝 子治
療法 の可 能性 を検討 した,6.lkbと630bpの二種類
のPSAを プロモー ター と し,luciferaseを組 み込 ん
だプ ラス ミ ドDNAを 用 い,luciferaseassay法にて
long(6,1kb)とshort(630bp)constructのPSAの
臓器特異性 を各種培養細胞 にて比較検討 した.
[Thymidinekinaseを用いたinvitrostudy]
ア デ ノ ウ イ ル ス にPSAプ ロ モー ター とThymi-
dinekinaseを組 み込 んだベ クター を作製 し,PSA産
生性前立腺 癌培養細胞C4-2とPSA非 産生性 のWH
を用 いて,Gancyclovir(GCV)の有無 に よる殺細胞
効果 の程度 を検討 した.
[癌抑制遺伝 子 を用い たinvitrostudy]
癌抑制遺伝子 お よび細胞周期調節 遺伝子 を用いた前
立腺癌 に対す る遺伝子治療 の検討 を行 った.用 いた癌
抑 制 遺 伝 子 は1993年雑 誌Scienceでmolecularof
yearに選 ばれ た最 も代表的 なp5310),その下流 にあ




























IXIOgPFUを三 日お きに計3回 行 い,各 ベ クター間
の抗腫 瘍性 を各種ベ ク ターお よび コン トロール群 で比
較検討 した.
[Apoptosisassay]
p53,p21,pl6を利 用 した ア デ ノ ウ イル ス ベ ク
ター を用 い,感 染後 の細胞 をTdtstaining法13)にて
各celllinesでのapoptoticcellの出現 を コ ン トロー




























で あ るCytomegaiovirus(CMV)を用 いた,こ れ ら
の アデ ノウイルスベ クター を感 染 させ,前 立腺癌細胞
に対 して の抗腫瘍 性 を腫瘍 細胞 数 を計 測 し,コ ン ト
ロール群 と比較検討 した,
[癌抑制遺伝子 を用 いたinvivostudy]
lnvivoでは,マ ウス皮 下腫 瘍 の 大 きさが300cm3
に達 した時 点 で 治 療 を 開始 し,Virusinjectionは
結 果
[PSAプロモーターの比 較検 討]
二種 類 の プ ロモー ター のLuciferaseassay法14>で
のluciferase発現 程度 を各種 細胞 で比 較 した.Long
constructは6.1kbのPSAプロモ ー ターで,Short
constructは630bpのPSAプロ モー ター で あ る.
Shortconstructに比べLongconstructはあ きらかに
luciferase発現が 強 く,中 で もPSA産 生 性 の前 立腺
癌 細 胞 で あ るLNCaPやC4-2で は特 に強 く,他 の
PSA非 産生 性 のDU145,PC-3,コン トロール と し
て 用 い たWHやHela細 胞 で は 発 現 が 低 か っ た
(Fig.1),このこ とよ り,PSA産 生性 の細胞 に特異的
にlongPSAプロモー タが作用す る事が示 唆 され た.
この結 果 よ り,longPSAプロモ ーター とThymidine
kinaseをアデ ノウイ ルス に組 み込 んだベ ク ター を作
製 し,以 下の実験 を行 った.
[Thymidinekinaseを用 いたinvitrostUdy]
作製 したベ ク ターのThymidinekinaseが,実際 に
導入 した細胞内で発現 して いるか どうか を調 べ るため
に,Thymidinekinase(TK)activityassaylDにて
PSA産 生性 のC4-2とPSA非 産生性 のWHを 用 い
て経 時 的 に検 討 した.C4-2のほ うが 明 らか に高 い
TKactivityが認 め られ,臓器特異 的な発 現 を示唆す る
結果であ った(Fig.2),
作 製 した ベ ク ター の抗 腫 瘍 性 を,PSA産 生 性 の
C4-2とPSA非 産 生 性 のWHを 用 い て,実 際 に
Gancyclovir(GCV)を加 える ことに よって殺細 胞効
果 の有無 を検討 した。PSA非 産生性 のWHで は,コ
ン トロー ル とAd-TKお よびAd-TKにGCVを 加
えた もの との間 に差 は認 め られ なか った.し か し,
PSA産 生性 のC4-2では,Ad-TKにGCVを 加 えた
群 は他 の 群 に比べ 明 らか に抗 腫 瘍 性 が 認 め られ た
(Fig,3).
[癌抑制遺伝子 を用 いたinvitrostudy]
Fig.4はアデ ノウイル スp53,p21,pl6ベク ター
の前立腺癌細 胞(C4-2,PC-3)に対す るinvitroでの
抗腫瘍効 果 を示 してい る.両 細胞 ともコン トロールお
よび コン トロールベ ク ターは抗腫瘍効果 は認め られな
いが,ア デ ノウ イルスp53,p21,pl6ベク ターで は























































































ベ ク ターが他 のベ クターに比べ 最 も抗腫 瘍効 果の点で
優 れていた(Fig.4)3)
[癌抑制遺伝 子 を用い たinvitrostudy]
PC-3細胞 を用 いたinvitroの結果で は,p53,p21,
p16ベクター治療群 と もにコ ン トロール群 に比べ抗腫
瘍性 が認 め られ た.な かで もp53ベ ク ター治療 群が
最 も抗腫瘍効果 の面で優 れていた(Fig,5)3)
[Apoptosisassay]
各種 ベ ク ターで感染 させ た後 の前 立腺癌細 胞(C4-
2,PC-3)の,Tunel法に よるapoptoticcellの出現
程度 を検討 した.各 種 ベ クターを投与す るこ とによっ
て,両celllineともにapoptoticcellの有意 な増加が
認 め られ た.な かで もp53ベ ク ター は最 も多 くの細















アデ ノウイルスは構造 的に は80nmの 大 きさで,
正二 十面体 を した36kbの 二 本鎖DNAを 持 つ ウイ
ル ス で あ る.こ の ゲ ノは12個のpentonと240個の
hexonからなるcapsidで取 り囲 まれている16)
アデ ノウイルスの ゲノムDNAの 初期 遺伝子Ela,
Elbはアデ ノウイル スの複製増 殖 を制御 して い るた
め,こ の部分 を取 り除 くこ とで,感 染力 を残 した まま
細胞内での 自己複製能や増殖能 を除去す るこ とが可能
になった9)特 長 として は,導 入遺伝子 が標 的細胞 の
染色体DNAの 中 に組 み込 まれず染 色体外 に存在 し,
































外来遺伝子 を組 み込 む許容量 は,現 在普及 してい る も
ので は5～7kbだ が,細 胞 毒性 や免疫原性 を抑 え た
新 世代 のアデ ノウイルスベ クターで は,10kb近 くま
で外来 遺伝子 を組 み込 める よ うになってい る16)ま
た,ア デ ノウイルスベ ク ターは高力価 な ものが精製で
きるため,invivo遺伝子 導 入 も高 い効 率 で可能 で あ
る9)
今 回 のわれ われの検 討 の結果,PSAプ ロモ ーター
はPSA産 生性の前立腺癌 細胞 で は臓器特 異的 な作 用
をす ることが示唆 された.ま た,longPSApromoter
はshortPSApromoterに比べPSA産 生 性の前 立腺
癌細胞 で より有効 に作用す るこ とが示唆 された.こ の
結 果 を基 に作 製 され た ア デ ノ ウイ ル スlongPSA
promoterThymidinekinaseベク ター は,選 択 的 に
PSA産生性 の前立腺癌細 胞 に特異 的に抗腫瘍 効果 を
発 揮す ることが示唆 された.
癌抑 制遺 伝子治療 ではapoptosisを誘導す るこ とに
よって,前 立腺癌細胞 の増殖 を抑 え,前 立腺癌細胞 の
腫 瘍 重量 の増加 が各 ベ ク ター によって抑 制 されて い
る,中 で もp53ベ ク ターが最 も有効 な治療効果 をあ
げてい る.こ れ らの癌抑 制遺伝子 を用 いた各ベ クター
は前立腺癌 に対す る有用 な遺伝 子治療 のVehiclesで
あ ると考え られ る.
今回我 々が用い た アデ ノウイルスベ ク ター は,遺伝
子導入効率 や遺伝子発現効率 の面 では優 れてい るが,
ウイルスに対 す る生体 の免疫 反応 な どの多 くの問題 点
もある18・19)これ らを解 決す るため には.遺 伝子 治
療の基礎研 究分野の よ り一層 の発 展が必要 であ る.近
年,多 くの 日本の研 究者が活発に,遺 伝子 導入法の検
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